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NOVELTY - The apparatus for the measurement of cells, by the patch 
clamp method, has a flat array of micro dishes (1) to hold the cells 
(2) . A second number of micro pipettes (3) are positioned in relation 
to the dishes, to simultaneously investigate the cells. 

DETAILED DESCRIPTION - The layout of the micro dishes match the 
micro pipettes, in a small screen size in at least one direction. The 
dishes and pipettes can be offset to the side, in relation to each 
other, to give a repeated and simultaneous study of the cells. A micro 
motor positions and/or displaces the micro pipettes and micro dishes in 
relation to each other. The assembly has a cell feed and/or a flushing 
system to remove the cells. A filter (4) is at the rear side of the 
micro dish assembly. 

USE - The patch clamp method is for the measurement of bio-electric 
signals, from the electric potential within a cell, and an ion 
transport process by the ion channels as current through the cell 
membrane. It is used in neuro sciences to research the effects of 
pharmaceuticals and chemotherapy on the activity of the ion channels. 

ADVANTAGE - The system, using the patch clamp method, allows the 
study of a number of cells simultaneously, in an automated operation, 
without microscopic control. The cells are within the smallest space 
possible for patch clamp measurements in the shortest times. 

DESCRIPTION OF DRAWING (S) - The drawing shows a cross section of 
the system. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Untertagen entnommen 

Prufungsantrag genn. § 44 PatG ist gestellt 

@) Zur Zelluntersuchung mit Hilfe der Patch Clamp-Methode bestimmte Vorrichtung und Verfahren 

(|7) Beschrieben werden eine zur Zelluntersuchung mit Hil- 
fe der Patch Clamp-Methode bestimmte Vorrichtung so- 
wie ein dazu bestimmtes Verfahren. 

Die Vorrichtung ist mit einer flachigen Anordnung einer 
ersten Anzahl von Mikrokuvetten 1 zur Aufnahme von Zel- 
len 2 und mit einer flachigen Anordnung einer zweiten 
Anzahl von Mikropipetten 3 versehen, die relativ zur fla- 
chigen Anordnung der Mikrokuvetten positionierbar ist, 
um eine Vielzahl in den Mikrokuvetten befindlicher Zellen 
gleichzeitig zu untersuchen. 

Nach dem erfindungsgemaften Verfahren wird eine Viel- 
zahl von Zeilen 2 angeordnet und mit Hilfe einer Vielzahl 
von Mikropipetten 3 etne Vielzahl angeordneter Zellen 
gleichzeitig untersucht. 

Die Erfindung ermdglicht erstmals eine automatisierte 
I und somit beschleunigte Durchfuhrung einer Vielzahl von 
, Untersuchungen, die nach bisheriger Technik nur manu- 
I ell und unter grol^em Zeitaufwand durchgefuhrt werden 
konnen. 
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Ik^schrcihung 

Die Flrrtndung bc/.ichi sich iiuf cine /,ur /.elluntcrsuchung 
luit Hilfe der Patch Clanip-Meiliode besiininitc Vbrriclitung 
sowie aut'ein dazu bestimnites Vertahren. 

Die Paich C.'lamp-Meihode ist ein Vertahren, urn bioelek- 
irische Signaie, naiiienilich das elekirische Poreniial ini In- 
nem einer Zelle und den durch ionische Transportpro/esse, 
die sog. lonenkanale zustandekomnicnden Sironi durch eine 
Zellmerubran /u niessen. Mn diesein Verfahren ist es heut- 
/ulage rnoglich, den Strom durch eine Zellnienibran sogar 
separat tiir einen spczifischcn lonenkanal zu rnessen und da- 
darch Erkenntnisse uber die Funktionsweise der Zellnieni- 
bran 'zu gewinnen. Messungen niit Hilfe der Patch Clamp- 
VTerhode werden in der Neurowissenschaft vorgcnonmicn, 
uni die Wirkung von Phanuaka und Chemotherapcuiika auf 
die Aktiviiat von lonenkanalen zu ertbrschen. 

Aus der Patch Clamp-iMethode warden verschicdene Va- 
rianren entwickell, uni die elektrische Leittahigkeit in ein- 
/elnen Meriibranabschniiren zu bestimiiien. Fur die Unter- 
suchung vvird die Mernbran einer Zelle, ublichcrweise einer 
Nervcnzelle, mil einer als Mikropiperte dienenden Glaska- 
pillare anzusaugt und je nach Variante auch durchstoBen, uni 
das intrazellulare Potential von typischerweise 1-500 jJiiiV 
niit einer in der Glaskapillare betindlichen Hlektrode gegen- 
uber einer Referenzelcktrode zu niessen. Dabei ist die Zelle 
niechanisch Test ruit der Mikropipette verbunden und stehi 
liber ihre Meiiibran niif der unigebenden Losung in Kontakt. 
GeniuB einer andcren Variante wird ein angesaugter Teil ei- 
ner Zelliuetiibran von der Zelle abgctrcnnl, uiii dann die 
Leittahigkeit dieses Menibranstucks (patch) zu eriiiitieln. 
Beziiglich der Art der Meiubranabtrennung sind verschic- 
dene Varianfen gcliiulig, uni das Menibransfiick tur die 
nachtblgenden Messungen in beideriei Orientierungen (in- 
side-out patch bzw. outside-oui patch) an der Mikropipette 
zu bet'estigen 

Die Messung des Potentials innerhalb der Zelle bzw. die 
Messung von Stronien durch die Zellnienibran hindurch er- 
tblgt niit Hilte von Mikroelektroden, die sich innerhalb der 
Mikropipette betinden konnen oder niit Hilte heutiger Ver- 
tahren wie der Dunnschichftcchnik aut' Subsfraten herge- 
stellt werden. auf denen die zu untersuchenden Neuronen 
positioniert werden niiissen. 

Obwohl die Patch Clanip-Methode sich seit ihrer Eintuh- 
rung in der Neurowissenschalt zu einer Routineniessung in 
ncurobiologischen Labors entvvickclt hat, ist sie nicBtcch- 
nisch iiulSerst anspruchsvoU und ertbrdert bislang noch eine 
iiiikroskopische KontroUe des LingritYs an der zu untersu- 
chenden Zelle. Nachteilig ist dabei vor alleni, daB dieses 
Vertahren lur den Unigang niit der einzelnen Nervenzelle 
ein erhebliches Geschick und Fcingefuhl seitens des Opera- 
teurs vorausselzt; so niLissen die Neuronen beispielsweise 
auf eineni Substrat autgesucht werden und gegebenenfalls 
auch unniittelbar an Mikroelektroden an der Substrarober- 
tliiche positioniert werden, uiii die ertbrderlichen Messun- 
gen durchfuhren zu konnen. 

Inlblge des nianuellen Unigangs niit der einzelnen Zelle 
ist die Patch Clanip-Methode bislang niit eineni erheblichen 
Zeiraufwand verbunden. Fnsbcsondere bei derUniersuchung 
einer Vielzahl von Zellen ist dieser Nachteil uni so gravie- 
render, da die Zellen nach ihrer Isolierung voni Gewebe 
riiumlich beliebig verteilt sind und aus dieseni Grunde nur 
nacheinander autgesucht, plaziert und untersuchl werden 
konnen. 

Der Frtindung liegt daher die Aulgabe zugrunde. eine 
Vorrichtung sowie ein Vertahren bereitzustellen, uni niit 
Hilte der Patch Glanip-Mcthode eine Vielzahi von Zellen 
iileichzeitiii zu untersuchen, die Untersuchung der Zellen zu 
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autotiiatisieren und so auf die bislang erlbrderliche niikro- 
skopischc Konirolle zu verzichten. I'-emer soli die Untersu- 
chung einer Vielzahl von Zellen aul" kleinstetu Rauiu eniiog- 
licht und schlieBlich der t'iir die Patch Clatup-Messung no- 
5 tige Zeitaufwand drasiisch tiiininiiert werden. 

Fine ertindungsgeriiaBe Losung dieser Autgabe ist txir die 
Vorrichtung ini Anspruch 1 und tur das Verfahren ini An- 
spruch 6 angegeben. Weiterbildungen der Frtindung sind 
Gegensiand der abhiingigen Anspruche. 

(0 Die Autgabe wird crlindungsgeniaB gelost durch eine 
Vorrichtung niit einer tlachigen Anordnung einer ersten An- 
zahl von Mikrokiiveiten zur Aufnahuie von Zellen und ruit 
einer Hachigen Anordnung einer zweiten Anzahl von Mi- 
kropipetten, die relativ zur tlachigen Anordnung der Mikro- 

15 kuvetten posifionierbar ist, urn eine Vrelzahi in den Mikro- 
kiivetien belindlicher Zellen gleichzeitig zu untersuchen. 

Die Autgabe wird eriindungsgemaB temer durch ein Ver- 
tahren gelost, wonach eine Vielzahl von Zellen angeordnet 
wird und niit Hilte einer Vielzahl von Mikropipetten eine 

20 Vielzahl angeordneicr Zellen gleichzeitig untersucht wird. 
Durch die systeiuatische rauniliche Anordnung sowohl 
der zur Aufnahriie der Zellen bestiiiiniten Mikrokuvetten als 
auch der Mikropipetten wird es erstnials rnoglich, die Patch 
Glanip-Methode zu autotiiatisieren und aut'diese Weise zeit- 

25 und kostensparend durchzutuhren. Die zu untersuchenden 
Neuronen werden von einer tlachigen Anordnung von Mi- 
krokuvetten - in der Kegel ein Substrat ruit gleichruaBig ver- 
teilten Vertiefungen in seiner Oberllache autgenotnnien 
und so auf exakt besiinirubaren Positionen gehalten. F^ine 

-30 tltichige Anordnung von Vlikropipetten enuoglicht bei ge- 
nauer Positionierung gegeniiber der Anordnung der in den 
Mikrokiivetien betindlichen Zellen die gleichzeitige Durch- 
fuhrung einer Vielzahl von Einzelniessungen, die bislang 
nur nacheinander und bei gleichzeitiger Beobachtung durch 
ein Mikroskop durchgetiihrt werden konnten. Die Mikropi- 
petten bzw. Mikrokuvetten konnen aufden entsprechenden 
Flachen auf engsteni Rauni angeordnet werden und enuog- 
lichen so den Bau sehr konipakter MeBvorrichtungen. Die 
Kuvetten und Pipetten werden auf den daflir vorgesehenen 

40 Flachen vorzugsweise regelniaBig verteilt, d. h. sie bilden 
bei festeru gegenseirigent Abstand untereinander ein gleich- 
luaBiges Raster. Die genaue Gestalt der Raster wird sich in 
der Praxis an GroBe und Fonii der Mikropipetten bzw. der 
Mikrokuvetten orientieren. 

45 Fine erhndungsgeniaB bevorzugte Ausfuhrungstonu der 
Vorrichtung siehi vor, daB die llachige Anordnung von Mi- 
krokuvetten ein der [liichigen Anordnung von Mikropipetten 
angepaBtes, aber in tiiindestens einer Richtung kleineres Ra- 
stennaB besitzl und daB die Anordnung von Mikrokuvetten 

50 und die Anordnung von Mikropipetten relativ zueinander 
seitlich versetzbar sind, urn wiederholt eine Vielzalil von 
Zellen gleichzeitig zu untersuchen. Ini einfachsten Fall einer 
regelniaBigen Anordnung entspricht der Abstand benach- 
barrer Mikrokuvetten eineni ganzzahligen Bruchrcil des Ab- 

55 standes benachbarter, gegeniiber den Mikrokuvetten groBe- 
rer Mikropipetten, wodurch eine wesentlich erhohte Zahl 
von Zellen gleichzeitig aufgenoniriien werden kann als bei 
einer Anordnung gleich vieler Kiivetten wie Pipetten. Die 
Anzahl gleichzeitiger Messungen ist nur noch durch die 

60 CJroBe der Mikropipetten bzw. durch die fiir sie vorgesehene 
FliichengroBe begrenzt. Zur Untersuchung saiiitlicher in den 
Mikrokuvetten belindlicher Zellen siehi die enisprechende 
Ausfiihrungsfonii des Verfahrens vor. daB die Vielzahl von 
Mikropipetten relativ zu einer Anordnung von Zellen ver- 

65 setzt wird und wiederholt eine Vielzahl angeordneter Zellen 
untersucht wird. Auf diese Weise kann die erhndungsge- 
niaBe Vielfachriicssung in kurzen Zcitabstanden wiederholt 
werden, ohne daB es eines zwischenzeitlichen .Austausches 
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(Ilt /.ellcn balarf. Dies fiihri /.u cincr wciicrcn Stcigcrunii 
dcr Durchsaizzahlen. 

Hinc wcitcre Ausfuhruni^sibrni dcr nrfindung sic hi cincn 
Mikronioior /.uiii Positionicrcn und/odcr zuin Vcrsct/.cn dcr 
A nord n u n g von Mi krok ii ve 1 1 c n u nd dc r A nordn u n g von iVT i - 5 
kropipeiicn rclaiiv /ucinandcr vor. Dcr Mikronioior /urn 
Abscnken dcr Mikropipcitcnanordnung aul die Mikrokuvci- 
tcnanordnung und /urn sciilichcn Vcrfahrcn bcidcr gcgcn- 
cinandcrgcwahrlcistct rnit Hilfc dcr heutigcn Fcinnicchanik 
und Mikroicchnologic den punkrgcnauen Koniakt von Ncu- lo 
roncn und Pipciicn, wotiurch die vorgcstcllic Edindung die 
crstrnaligc Untersuchung eincr Vicl/ahl von /ellcn cmiog- 
liehi. Dabei kann die Pipcitenanordnung odcr auch die KCi- 
vettenanordnung durch den Mikroruoior vcrfahrcn wcrden. 

nine weiierc Aust'uhrungsfonn der lidindung sichr cine I5 
Zcllzutuhreinrichrung unci/oder cine Spulcinrichiung zurii 
En t feme n von Zcllcn vor. Dies fuhri zu eincr wciicrcn Auio- 
nialisierung der Messungen und dar»iii zu ciner wciicrcn 
Zeitcrspamis insbcsondcre iin Fallc eincr Vielfachincssung, 
die die Aufnahrnekapa/ital dcr Kuvctienansainrnlung iibcr- 20 
sicigt. 

Uine weitcre Ausfuhrungsforrn der Erlindung siehi cincn 
Filter auf dcr RLickscite dcr Anordnung dcr Mlkrokuvctten 
vor. Da die zu unrcrsuchenden Zcllcn von dcr dcr Pipciten- 
anordnung /ugewandten Scire aus in die Mikrokuvcircn cin- 25 
gebrachr wcrden und die Mikrokuverten vorzugsweise in 
Richtung dcr Pi pet ten konisch aufgcweiict sein konncn, urn 
die Zcllcn siehcr aufzunchnicn, cniphehlt sich cine Spiilung 
der Kuvcitenanordnung von der Ruekseire her In dicscru 
Fall isr ein Filler vortcilhaft, urn ein Vers top fen dcr Mikro- JO 
kuvetten durch kleinc Partikel zu verhindern. 

Die Eirlindung wird nachsiehend ohnc Fieschriinkung dcs 
allgerneincn Hrhndungsgedankcns an hand von Ausfiih- 
rungsbeispielen unter Bezugnahnie auf die Zeichnungen ex- 
ernplariseh beschricben. auf die ini iibrigen hinsichtlich der a5 
Offenbarung allcr ini Text nicht nahcr ertauterten ertin- 
dungsgcnialSen Einzclhcilcn ausdrucklich vcrwiescn wird. 
Es /.eigen: 

Fig. I cincn Querschnitt durch cine crtindungsgeniaRen 
Vorrichiung wiihrend der Patch Clarnp-Messungr " m) 

Fig. 2 cine vergro(kTie Derailansicht aus Fig. 1, 

Fig. 3 cincn Querschnitt eincr crfindungsgcniaBcn Aus- 
fiihrungslonn der Vorrichtung und 

Fig. 4 cine pcrspcktivischc Ansichi dcr crhndungsgcrna- 
f3en Anordnungen von Mikro kuvetten und Mikropipettcn. 45 

Die Fig. 1 und 2 /eigcn scheriiaiisch cine crtindungsgc- 
rualk^ Vorrichtung wahrend der Patch Clanip-Mcssung.^Tilnc 
Mikrokiivettenanordnung 1 wcist cine Viclzahl irn "Raster 
angeordnei cr Mikrokiivencn zur Aufnahriic eincr Viclzahl 
von Zcllcn 2 auf. Einigc der Zcllcn wcrden von eincr Mikro- 50 
pipcitenanordnung 3 beruhrt b/.w. von den Mikropipettcn 
angcsaugt. Mil dicser Anordnung von n x n Pipencn konnen 
n2 Messungen glcichzeiiig durchgefuhrl wcrden. Fig. 3 
zeigt cine Ausfuhrungsforrn dcr crfindungsgcrnaL^^n Vor- 
richtung mil cineni unicrhalb der Mikrokavellen belindii- 55 
chcn Filter 4, glcicht an sons ten der Fig. 1. Die rauniliche 
Anordnung der Mikrokuveiicnanordnung (MKA) und dcr 
Mikropipcitcnanordnung (MPA) ist in Fig.4 dargcsicllt. Die 
MPA befindet sich iibcr der MKA. wobci die spi^z zulaufen- 
den Offnungen der Mikropipettcn dcr MKyV zugcwandi 6o 
sind. Die MPA kann durch cincn nicht abgebildetcn Mikro- 
tiioior rclaiiv zur MKA vcrfahrcn wcrden. 

Fur cine ungefahre Einschaizung dcr lypischen Abtncs- 
sungcn der cr(indungsgcrnaf.V*n Vorrichtung wcrden nach- 
siehend ohnc jcglichc Beschrankung dcr ATlgcrucinheii ci- 65 
nige c.xernplarischc Zahlenangaben gcnanni: 

Auf der Mikrokuveiicnanordnung von dcr GroLV* eincs 
Quadrai/.cntirueters belinden sich auf ciner Fliichc von S x 
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8 riini2 entlang jeder Richtung dcs quadraiischcn Rasters 
160 Kuvcilcn und soiuit insgesaiut 2.S6()() Kiivcticn irn iic- 
gcnsciiigcn Absiand von 50 urn. Die Mikropipcitcnanord- 
nung wcist auf ciner Flachc von niindestens 2x2 nirn2 16 
inr quadrat ischcn Raster angeordncie Mikropipeiien (Nozz- 
les) rnit cinern gcgenseiiigen Absiand von 400 urn auf. Das 
RasicmiaB dcr Mikropipcitcnanordnung cnispricht hicr also 
den I achifachcn RasiennaB dcr Mikrokuveiicnanordnung. 
Urn alle in dcr MKA bcfindlichcn Zcllcn zu untcrsuchcn, 
kann die MPA in bciden Richiungcn parallel zuni MKA in 
40 Schriticn vcrfahrcn und darnit in in.sgesaint 1600 unier- 
schiedlichc Posilioncn gebrachl wcrden. 

Mikrokuveiicnanordnung sowic Mikropipcitcnanord- 
nung wcrden mil Hilfe lithographischcr Meihodcn der Halb- 
leitertechnik, die Elckiroden der MPA in Dijnnhlrntechnik 
gcfcrtigi. Mikrornechanische Strukiuren dienen zur Justie- 
rung dcs Motors; die Kornponcnicn wcrden fcinriiechanisch 
und riiikrotcchnisch verbundcn. Ein Mikroprozcssor steuerr 
die Mikroaktoren und crfaBt die anfallcndcn McLulalcn, die 
dann clektronisch ausgewcnei wenicn. 

Mil der criindungsgcniaL^en Vorrichiung und dcrn be- 
schricbcncn Vcrfahrcn konnen (dcrzcil) bcrciis cinige Tau- 
scnd Messungen in wenigcn Minuien durchgefuhrl wcrden. 

Patent an sp ruche 

1. Zur ZeUuniersuchung mil. Ililfc dcr Patch Clanip- 
Methodc bcstinmiic Vorrichiung mil ciner lliichigcn 
Anordnung eincr crsten Anzahl von MikrokLivcnen"( I) 
zur Aufnahrue von Zellcn (2^ und rnit eincr llachigcn 
Anordnung ciner zwciten Anzahl von Mikropipettcn 
(3), die relativ zur Hiichigcn .Anordnung dcr Mikroku- 
vei.len positionierbar ist, urn cine Vrclzahl in den Mi- 
krokuvctten belindlicher Zcllcn glcichzeiiig zu unter- 
suchen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekcnn- 
zeichnet. daB die llachige Anordnung von Mikrokirvct- 
icn ein der llachigcn Anordnung von Mikropipettcn an- 
gcpaBtcs, abcr in tnindesiens eincr Richiung kicincrcs 
RastennaB bcsiizt und daB die .Anordnung von Mikro- 
kuverten und die Anordnung von Mikropipettcn relativ 
zucinander seitlich verseizbar sind, urn wiedcrholt cine 
Viclzahl von Zcllcn glcichzeiiig zu unicrsuchen. 

3. Vorrichiung nach Anspruch 1 odcr 2, gckcnnzcich- 
net durch cincn Mikroniotor zurii Positionicrcn und/ 
odcr zuin Verse izcn dcr Anordnung von Mikrokuvcticn 
und dcr Anordnunu von Mikropipenen rclaiiv zucinan- 
der. 

4. Vorrichiung nach cinern dcr Anspriichc 1 bis 3. gc- 
kcnnzcichnet durch cine Zc I Izufiih rein rich lung und/ 
Oder cine Spulcinrichiung zuni Enifcmcn von Zellcn. 

5. Vorrichtung nach cine in dcr Anspruche I bis 4. ge- 
kcnnzcichnct durch einen F'ilter (4) auf der Rucksc^ile 
dcr Anordnung der Mikrokuvelten. 

6. Zur ZeUuniersuchung mil flilfe der Patch Clamp- 
Mcthode bcstinirntes Vcrfahrcn. wo nach cine Viclzahl 
von Zcllcn (2) angeordnei wird und tnii Ililfc eincr 
Viclzahl von Mikropipeiien (3) cine Viclzahl angeord- 
nei cr Zcllcn glcichzeiiig untcrsucht wird. 

7. Vcrfahrcn nach Anspruch 6. dadurch gckcnnzcich- 
nct, daB die Viclzahl von Mikropipettcn rclaiiv zu ciner 
Anordnung von Zcllcn verse I zt wird und wiedcrholt 
cine Viclzahl angcordncier Zcllcn untcrsucht wird. 
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